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NOTICE of CHANGE dated 13/10/2020
IMPORTANT COMMUNICATION FOR THE USERS OF PRODUCT:

« MRSA/SA ELITe MGB Kit»
Ref. M800351

This new revision of the Instruction for Use (IFU) contains the following changes:

Introduction of the new product reference "ELITe InGenius Sonication tubes”
(ref. INTO32SON) to be used in combination with the product for sample

sonication.

Composition, use and performance of the product remain unchanged.

PLEASE NOTE

LA REVISIONE DI QUESTO IFU E’ COMPATIBILE ANCHE CON LA VERSIONE PRECEDENTE DEL KIT

]
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THE REVIEW OF THIS IFU IS ALSO COMPATIBLE WITH THE PREVIOUS VERSION OF THE KIT
CET IFU MIS A JOUR ANNULE ET REMPLACE ET EST PARFAITEMENT COMPATIBLE AVEC LA VERSION

PRECEDENTE DU KIT

e——
=== LA REVISION DE ESTE IFU ES COMPATIBLE TAMBIEN CON LA VERSION ANTERIOR DEL KIT
o < ) ) ) <
A REVISAO DO ESTE IFU ETAMBEM COMPATIVEL COM A VERSAO ANTERIOR DO KIT
[ DIESE FASSUNG DER GEBRAUCHSANLEITUNG IST KOMPATIBEL MIT DER VORHERIGEN VERSION DES
TESTKITS
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| UTILIZACAO PREVISTA

O produto «<MRSA/SA ELITe MGB® Kit» faz parte de um ensaio de amplificagdo de &acidos
nucleicos qualitativo para a detegdo de Staphylococcus aureus (SA) e de Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA, incluindo a recentemente identificada estirpe mecC) em amostras de ADN extraidas de
zaragatoas nasais e hemocultura.

O produto destina-se a auxiliar na prevengéo e controlo de infe¢des por MRSA nos contextos de
salde e a auxiliar no diagnéstico de infecdes por MRSA, e ndo a orientar ou a monitorizar o tratamento de
infegdes por MRSA. Um resultado negativo ndo exclui colonizagdo nasal de MRSA/SA. Sao necessarias
culturas simultaneas para recuperar organismos para tipificacdo epidemiolégica ou para testes de
suscetibilidade adicionais.
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| EXPLICACAO DO ENSAIO

Staphylococcus aureus é um agente patogénico oportunista transportado como um organismo
comensal na pele e nas narinas de cerca de 30% da populagdo normal, causando potencialmente um leque
alargado de doengas. O SA e em especial o MRSA s&o consistentemente a causa lider de infegbes
nosocomiais e estdo associados a uma morbilidade, mortalidade e custos substanciais. A emergéncia de
infecbes de MRSA associadas a comunicada requer a vigilancia ativa de SA e MRSA dos pacientes
internados nos hospitais ou noutras instituicdes de salde, para identificar pacientes que possam servir
como transmissores de infegdes a outros pacientes.

O «MRSA / SA ELITe MGB® Kit» consiste num ensaio baseado em amplificagdo em tempo real
triplex que visa as regides conservadoras num gene especifico do Staphylococcus aureus, responsavel
pela identificagdo de SA coagulase positivo. O ensaio visa também o gene mecA, incluindo a variante
mecC, que foi recentemente designado de gene mecC (lto T. et al.), responsavel pela resisténcia a
meticilina e outros antibidticos beta-lactamicos e um controlo interno exégeno, para controlar a inibicdo da
reacao e a integridade do reagente.

O gene especifico de Staphylococcus aureus iréa identificar de forma univoca o SA coagulase
positivo e os genes mecA irdo identificar de forma univoca a resisténcia a meticilina. A presenga de ambos
os marcadores na mesma quantidade relativa medida por uma diferenga no valor do limiar do ciclo é
indicativo de MRSA,; diferentes quantidades relativas ou a presenga apenas do marcador do gene especifico
de Staphylococcus aureus é indicativo de SA.

Os ensaios baseados em amplificacdo em tempo real de MRSA/SA diminuem significativamente o
tempo de laboratério em comparacdo com os testes de cultura padrdo, aumentando a eficacia do
procedimento. Os testes de detegdo de MRSA por PCR em tempo real atuais visam o local de insergao do
SCCmec (elemento genético mdvel transportador de mecA designado de cassete cromossémico
estafilococico), e/ou o gene mecA e/ou o gene spa. O «<MRSA / SA ELITe MGB® Kit» visa as regides
conservadoras nos marcadores genéticos de MRSA e SA, minimizando desta forma os resultados falsos
negativos devido a variabilidade num local de insercdo de SCCmec natural e minimizando os resultados
falsos positivos devido a um problema de “cassete vazio”.

PRINCIPIOS DO ENSAIO

O ensaio consiste numa reagéo de amplificagdo em tempo real com um terméstato programavel
fornecido com um sistema 6tico de detecédo de fluorescéncia.

A sonda especifica do gene especifico de SA baseia-se na tecnologia ELITe MGB®, etiquetada com
fluoréforo AP554 (semelhante a TAMRA) e é ativada quando hibridizada com o produto especifico da
reagdo de amplificagdo do Staphylococcus aureus.

As sondas especificas dos genes mecA e mecC baseiam-se na tecnologia ELITe MGB?®, etiquetada
com fluoréforo FAM e sdo ativadas quando hibridizadas com o produto especifico das reagbes de
amplificagdo do gene de resisténcia a antibidticos.

A sonda especifica do controlo interno baseia-se na tecnologia ELITe MGB®, etiquetada com
fluoréforo AP642 (semelhante a Cy5) e é ativada quando hibridizada com o produto especifico da
amplificagdo do controlo interno.

A medida que a quantidade de produto especifico da amplificagdo aumenta, a emissdo de
fluorescéncia aumenta e é medida e registada pelo instrumento. O processamento dos dados permite
detetar a presenga de ADN de MRSA ou SA na amostra inicial.

O ensaio é validado com os sistemas descritos nestas instrugdes de utilizagao.
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Na imagem seguinte é mostrado o mecanismo de ativagdo e a emissdo de fluorescéncia da sonda
da tecnologia ELITe MGB®. Tenha em atengdo que a sonda ndo é hidrolisada durante o ciclo de
amplificacéo.

Sonda ELITeMGB®
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| DESCRICAO DO PRODUTO

O produto «MRSA/SA ELITe MGB® Kit» fornece uma mistura completa pronta a utilizar para a
amplificagdo em tempo real numa solucdo de estabilizagdo. A mistura é aliquotada em quatro tubos de
teste prontos a usar. Cada tubo contém 540 pL de solugéo, suficiente para 24 testes em associagdo com
o «ELITe InGenius®» e 25 testes em associagdo com outros sistemas.

Os primers e sonda especificos do gene do Staphylococcus aureus(estabilizados pelo grupo MGB®,
identificados com o fluoréforo AP554 (AquaPhluor® 554), semelhante ao TAMRA, e extintos por uma
molécula ndo fluorescente) sdo especificos de uma regido conservadora no Staphylococcus aureus
coagulase positivo.

Os primers e sondas especificos do gene mecA e mecC (estabilizados pelo grupo MGB®, etiquetado
com fluoréforo FAM e inativado por uma molécula nao fluorescente) sdo especificos de regides
conservadoras nos genes mecA e mecC que s@o responsaveis pela resisténcia a meticilina e a outros
antibidticos beta-lactamicos.

Os primérios e a sonda para o Controlo Interno (estabilizado com o grupo MGB®, etiquetado por
fluoréforo AP642, semelhante ao Cy5, e inativado por uma molécula ndo fluorescente) sdo especificos de
um ADN de plasmideo néo infecioso contendo sequéncias artificiais de controlo interno.

A mistura de reagao fornece também tampao, cloreto de magnésio, trifosfatos nucleétidos, fluoréforo
AP593 (semelhante ao ROX) usado como referéncia passiva para normalizar a fluorescéncia, a enzima
Uracil-N-glicosidase (UNG) para inativar a contaminagao por um produto de amplificagcéo e a enzima DNA
polimerase de "arranque a quente".

O produto é suficiente para 96 testes em associagdao com o ELITe InGenius, incluindo controlos.
O produto é suficiente para 100 testes em associacao com outros sistemas, incluindo controlos.

| MATERIAIS FORNECIDOS NO PRODUTO |

Componente Descrigao Quantidade Classificagao de perigo

MRSA/SA PCR Mix Mistura de reagdo completa 4 x 540 pL -

| MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS NO PRODUTO |

- Camara de fluxo laminar.

- Luvas sem po6 descartaveis em nitrilo ou material semelhante.

- Misturador de vortice.

- Microcentrifugadora de bancada (12.000 - 14.000 RPM).

- Micropipetas e pontas de barreira contra aerossois estéreis ou pontas de deslocagao positiva estéreis
(2-20 L, 5-50 uL, 50 - 200 pL, 200 - 1000 pL).

- Agua de grau de biologia molecular.

- Caldo de soja Trypticase.

- Ciclador térmico programavel com sistema ético de detecao de fluorescéncia 7500 Fast Dx Real-Time PCR
Instrument (Applied Biosystems®) ou 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems®) calibrado de
acordo com as instrugdes do fabricante.
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| OUTROS PRODUTOS NECESSARIOS

Os reagentes para a colheita da amostra e extragdo do ADN das amostras, o controlo interno, o
positive control da amplificagcdo e os consumiveis na@o estao incluidos neste produto.

E recomendavel utilizar o produto genérico «eSwab Collection Kit» (Copan, ref. 480CE) para
colheita de amostras dos pacientes quando o ensaio for usado em combinagado com o «ELITe InGenius»

E recomendavel utilizar o produto genérico, «eNAT™ kit» (Copan, ref. 608CS01R), para colheita de
amostras dos pacientes quando o ensaio for usado em combinagdo com o «ELITe InGenius».

E recomendavel utilizar o produto genérico, «BBL CultureSwab Plus Amies Gel without Charcoal
swabs» (Becton-Dickinson, ref. 220116), para colheita de amostras do paciente quando o ensaio for usado
em combinagdo com a extragdo EasyMag e o ciclador térmico 7500 Fast Dx Real-Time PCR.

Para a extracdo de ADN automatica, amplificagdo em tempo real e interpretagdo dos resultados das
amostras a serem analisadas, € necessario o instrumento «ELITe InGenius» (ELITechGroup S.p.A., ref.
INTO030) e os seguintes protocolos de Ensaio especificos:

parametros para o positive control da amplificacdo «MRSA-SA ELITe_PC» (ELITechGroup S.p.A.),
parametros para o negative control da amplificacdo «MRSA-SA ELITe_NC» (ELITechGroup S.p.A.),

- parametros para amostras a serem analisadas «<MRSA-SA ELITe_NS_200_50» e «MRSA-SA
ELITe_BC_200_100» (ELITechGroup S.p.A.).

Para anélise de amostras automatica com o instrumento «ELITe InGenius» (ELITechGroup S.p.A.,
ref. INTO30) sdo necessarios os seguintes produtos genéricos:

- cartuchos de extragéo «ELITe InGenius® SP 200» (ELITechGroup S.p.A., ref. INT032SP200),

- consumiveis para extracdo e amplificagdo «ELITe InGenius® SP 200 Consumable Set»
(ELITechGroup S.p.A, ref. INT032CS),

- consumiveis para sonicagdo «ELITe InGenius® Sonication tubes» (ELITechGroup S.p.A, ref.
INTO32SON),

- cartuchos de amplificacdo «ELITe InGenius® PCR Cassette» (ELITechGroup S.p.A, ref.
INTO35PCR),

- pontas «300 pL Universal Filter Tips» (Axygen BioScience Inc., CA, ref. TF-350-L-R-S),
- caixas «ELITe InGenius® Waste Box» (ELITechGroup S.p.A, ref. F2102-000).

Para a extragao automatica de ADN das amostras a serem analisadas, também foram validados os
seguintes produtos genéricos «NucliSENS® easyMAG®Strip for Premix» (bioMérieux SA, ref. 278303),
«bioHit Electronic Multichannel Pipettor» (bioMérieux SA, ref. 280141), «Filter tips for
bioHit»(bioMérieux SA, ref. 280146) e«NucliSENS® easyMAG® Reagents» (bioMérieux SA, ref. 280130,
280131, 280132, 280133, 280134, 280135) para utilizagdo com o instrumento «NucliSENS® easyMAG®»
(bioMérieux SA, ref. 200111).

Como modelo do controlo interno da extragdo e inibigdo, € necessario o produto genérico «CPE -
Internal Control» (ELITechGroup S.p.A., ref. CTRCPE). Esta é uma solugdo estabilizada contendo dois
ADNSs plasmideos e ARN gendmico do fago MS2.

Quando for usado o 7500 Fast Dx Real-Time PCR System para amplificacdo de ADN, é necessario
usar o produto genérico «Q - PCR Microplates Fast» (ELITechGroup S.p.A., ref. RTSACCO02), microplacas
com pogos de 0,1 mL e folhas vedantes adesivas para amplificagdo em tempo real.

Quando for usado o Sistema de PCR em tempo real 7500 para amplificagcdo de ADN, é necessario
usar o produto genérico «Microplacas Q - PCR» (ELITechGroup S.p.A., ref. RTSACCO01), microplacas com
furos de 0,2 mL e folhas vedantes adesivas para amplificagdo em tempo real.

E necessario usar o produto principal, o positive control da amplificagido de ADN do plasmideo
«MRSA/SA - ELITe Positive Control» (ELITechGroup S.p.A., ref. M800356), como positive control da
amplificagao.

SCH mM800351_pt 13/10/2020 Rev. 09 Pagina 5/33

MRSA / SA ELITe MGB® Kit
Reagente para amplificacao em tempo real M800351

do ADN

| AVISOS E PRECAUCOES

Este produto foi concebido exclusivamente para utilizagao in vitro.
Avisos e precaucoes gerais

Manuseie e elimine todas as amostras biolégicas como se fossem capazes de transmitir agentes
infeciosos. Evite o contacto direto com as amostras biolégicas. Evite salpicos ou vaporizagdes. Os materiais
que entrarem em contacto com as amostras biolégicas devem ser tratados durante, pelo menos, 30 minutos
com 3% de hipoclorito de sédio ou em autoclave durante uma hora a 121 °C antes da eliminagao.

Manuseie e elimine todos os reagentes e todos os materiais usados na realizagdo do ensaio como
se fossem capazes de transmitir agentes infeciosos. Evite o contacto direto com os reagentes. Evite
salpicos ou vaporizagdes. Os residuos devem ser manuseados e eliminados em conformidade com as
normas de seguranga adequadas. Os materiais combustiveis descartaveis devem ser incinerados. Os
desperdicios liquidos que contenham &cidos ou bases devem ser neutralizados antes da eliminagao.

Use vestuario e luvas de protegéo adequados e proteja os olhos e o rosto.

Nunca deve pipetar solu¢cdes com a boca.

N&o coma, beba, fume ou aplique produtos cosméticos nas areas de trabalho.

Lave cuidadosamente as méaos apés manusear amostras e reagentes.

Elimine os reagentes remanescentes e os desperdicios em conformidade com os regulamentos em
vigor.

Leia atentamente todas as instrugdes fornecidas no produto antes de efetuar o ensaio.
Durante a realizagao do ensaio, siga as instru¢des fornecidas no produto.

Na&o utilize o produto apds a data de validade indicada.

Use apenas os reagentes fornecidos no produto e os recomendados pelo fabricante.
Nao use reagentes de lotes diferentes.

Nao use reagentes de outros fabricantes.

Avisos e precaucoes para biologia molecular

Os procedimentos de biologia molecular, como a extragdo, amplificagdo e detegdo de acidos
nucleicos, requerem colaboradores qualificados e com formagdo, para evitar o risco de resultados
incorretos, especialmente devido a degradacdo de 4cidos nucleicos contidos nas amostras ou a
contaminagao da amostra por produtos de amplificacéo.

Quando a sessdo de amplificagdo for configurada manualmente, é necessario ter disponiveis areas
separadas para a extragdo/preparagdo de reagdes de amplificacdo e para a amplificagdo/detecdo de
produtos de amplificagdo. Nunca introduza um produto de amplificagdo na &rea designada para a
extragdo/preparagao de reagdes de amplificacéo.

Quando a sessédo de amplificacao for configurada manualmente, é necessario ter disponiveis batas,
luvas e ferramentas de laboratério que sejam exclusivamente usadas para a extragdo/preparagdo de
reagdes de amplificacdo e para a amplificacdo/dete¢ado de produtos de amplificagdo. Nunca transfira batas,
luvas ou ferramentas de laboratério da area designada de amplificagcdo/detegao de produtos de amplificagdo
para a area designada de extragédo/preparagdo de reagdes de amplificagdo.

As amostras devem ser adequadas e, se possivel, exclusivas para este tipo de analise. As amostras
devem ser manuseadas sob uma camara de fluxo laminar. As pipetas usadas no manuseamento de
amostras devem ser usadas exclusivamente para este fim especifico. As pipetas devem ser do tipo de
deslocagdo positiva ou ser usadas com pontas com filtro de aerosséis. As pontas usadas devem ser
esterilizadas, livres de DNases e RNases e livres de ADN e ARN.

As pipetas usadas no manuseamento dos reagentes devem ser usadas exclusivamente para este
fim. As pipetas devem ser do tipo de deslocacéo positiva ou ser usadas com pontas com filtro de aerossois.
As pontas usadas devem ser esterilizadas, livres de DNases e RNases e livres de ADN e ARN.

Os produtos de amplificagdo devem ser manuseados de modo a reduzir, tanto quanto possivel, a
dispersdo para o ambiente, para evitar a possibilidade de contaminagdo. As pipetas usadas no
manuseamento de produtos de amplificagdo devem ser usadas exclusivamente para este fim.
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Avisos e precaucoes especificos para os componentes

A MRSA/SA PCR Mix deve ser guardada a -20 °C num local escuro.

A MRSA/SA PCR Mix pode ser congelada e descongelada num méaximo de cinco sessodes:
quaisquer ciclos de congelagdo/descongelacdo adicionais podem causar um menor desempenho do
produto.

| ELITe InGenius® |

| AMOSTRAS E CONTROLOS |

Amostras
Este produto deve ser utilizado com o ADN extraido das seguintes amostras clinicas:
Zaragatoa nasal

As amostras de zaragatoas nasais, destinadas a extragdo de ADN, devem ser colhidas com os
seguintes sistemas de colheita e transporte:

«eNAT™ kit» (COPAN ltalia S.p.A., ref. 608CS01R) para a extragdo de ADN, identificado de acordo com as
diretrizes laboratoriais. A zaragatoa nasal deve ser transportada e armazenada a +2 / +8 °C durante até
quatro semanas; caso contrario, tem de ser congelada e armazenada a -20 °C durante um periodo maximo
de seis meses. Antes da analise com este produto, devem ser transferidos 0,2 mL da amostra em meio
eNAT™ para o tubo de sonicagéo fornecido com «ELITe InGenius Sonication tubes».

«eSwab Collection Kit» (COPAN ltalia S.p.A., ref. 480CE) para extragdo do ADN, identificado de acordo
com as diretrizes laboratoriais, e transportado preferivelmente dentro de 2 horas apés a colheita. Caso a
entrega ou o processamento imediatos estejam atrasados, as amostras devem ser transportadas e
armazenadas a +2 / +8 °C durante até 48 horas; caso contrario, tém de ser congeladas e armazenadas a -
20 °C durante um periodo maximo de seis meses. Antes da analise com este produto, devem ser
transferidos 0,2 mL da amostra em meio eSwab para o tubo de sonicacéo fornecido com «ELITe InGenius
Sonication tubes».

Nota: Quando a extragdo de ADN de zaragatoas nasais for realizada com o ELITe InGenius e o ELITe
InGenius Software® versdo 1.2 (ou versdes equivalentes mais recentes), use o protocolo de exiragdo
MRSA-SA ELITe_NS_200_50. Este protocolo processa 200 pL da amostra, adiciona o CPE Internal Control
a 10 pl/extragéo e elui os acidos nucleicos em 50 pL.

Hemocultura

As amostras de hemocultura para extragao de acido nucleico devem ser colhidas e identificadas de
acordo com as diretrizes laboratoriais. As amostras tém de ser transportadas e armazenadas a temperatura
ambiente durante um maximo de 24 horas.

Antes da analise com este produto, dilua a amostra numa relagdo de 1:1000 em agua ultrapurificada
(pelo menos 10 pL de amostras em 10 mL de &gua ultrapurificada), misture por meio de vortice e transfira
0,2 mL de amostras diluidas para um tubo de sonicagdo fornecido com « ELITe InGenius Sonication
tubes».

Recomenda-se a separacdo das amostras a serem congeladas em aliquotas para evitar ciclos
repetidos de congelacdo e descongelagdo. Quando utilizar amostras congeladas, descongele as mesmas
apenas imediatamente antes da extragdo, para evitar uma possivel degradagao do 4cido nucleico.

NOTA: quando a extragdo de &cidos nucleicos da hemocultura for realizada com o ELITe InGenius e o
Software ELITe InGenius versdo 1.2 (ou versdes equivalentes posteriores), utilize o protocolo de extragdo
MRSA-SA ELITe_BC_200_100. Este protocolo processa 200 pL de amostra, adiciona o CPE a 10
ulL/extragéo e elui os &cidos nucleicos em 100 pL.

Substancias interferentes

N&o existem dados disponiveis relativos a uma inibicdo causada por farmacos antivirais,
antibiéticos, quimioterapéuticos ou imunossupressores.

Uma elevada quantidade de ADN genémico humano no ADN extraido da amostra pode inibir a
reagao de amplificagdo.
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Controlos de amplificagao

Antes da andlise de qualquer amostra, é absolutamente obrigatério criar e aprovar os controlos de
amplificagdo para cada lote do reagente de amplificagdo:

como positive control da amplificacéo, use o MRSA/SA - ELITe Positive Control em associagao

com o protocolo «<MRSA-SA ELITe_PC»,

como negative control da amplificagdo, use dgua de qualidade molecular (ndo fornecida com este

kit) em associagado com o protocolo «<MRSA-SA ELITe_NC».

Nota: O sistema ELITe InGenius requer resultados aprovados e validos dos controlos da amplificagao para
cada lote de reagente de amplificagdo guardado na respetiva base de dados.

Os resultados do controlo da amplificacéo, aprovados e guardados na base de dados, irdo expirar apés 15
dias. Na data de fim da validade serd necessario fazer uma nova execugdo dos Positive e Negative
Controls em associagao com o lote do reagente de amplificagéo.

Para além disso, os controlos da amplificagdo devem ser novamente executados quando:

- for iniciado um novo lote de reagentes de amplificagéo,

- os resultados da andlise de controlo da qualidade (ver o paragrafo seguinte) se encontrarem fora da
especificagao,

- for realizado qualquer servigo de manutengao significativo no instrumento ELITe InGenius.

Controlos da qualidade

Recomenda-se a validagdo de todo o procedimento de andlise, extragdo, amplificacédo, testando os
Controlos do processo, ou seja, uma amostra que testou negativo e uma amostra que testou positivo ou um
material de referéncia calibrado.

Os controlos externos devem ser usados em conformidade com as organizagdes de acreditagcdo
locais, estatais e federais, consoante aplicavel.

PROCEDIMENTO

O procedimento para utilizagdo do «<MRSA/SA ELITe MGB® Kit » com o sistema ELITe InGenius
consiste em trés passos:
- verificagdo da prontiddo do sistema
- preparagdo da sessao
- revisao e aprovagao de resultados

Verificacao da prontidao do sistema

Antes de iniciar a sessao, e através da consulta da documentagédo do instrumento, € necessario:

- ligar o ELITe InGenius e selecionar o modo “CLOSED” (Fechado);

certificar-se de que os controlos da amplificagio (MRSA/SA - Positive Control, MRSA/SA
Negative Control) foram executados, aprovados e nao estdo expirados (Estado) em associagao
com o lote do reagente de amplificagdo a ser usado. Se ndo existirem controlos da amplificagcdo
aprovados ou validos, execute-os como descrito nos paragrafos seguintes.

- escolha o tipo de execugéo, seguindo as instrugdes na Interface Grafica do Utilizador (GUI) para a
preparagdo da sesséo e utilizando os Protocolos de ensaio fornecidos pela ELITechGroup S.p.A.
Estes protocolos IVD foram especificamente validados com os kits ELITe MGB, matrizes e o
instrumento ELITe InGenius e a matriz citada.
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Os Protocolos de ensaio disponiveis para o <MRSA/SA ELITe MGB® Kit» estio descritos na tabela
seguinte.

MRSA / SA ELITe MGB® Kit
Reagente para amplificacao em tempo real M800351

do ADN

Protocolo de ensaio para o MRSA/SA ELITe MGB Kit

Nome Matriz Unidade do | Caracteristicas
relatério
Volume de entrada da extragdo:
200 pL
Volume de eluigdo extraido: 50
. .| ub
MRSA-SA ELITe_NS_200_50 Zaragal | PositivolNegati | jiermal Gontrol: 10 L
Sonicagao: 1 ciclo, 5 seg. ligado
Volume de PCR Mix: 20 pL
Volume de entrada de PCR da
amostra: 10 pL
Volume de entrada da extragdo:
200 pL
Volume de eluigdo extraido: 100
" S| ul
MRSA-SA ELITe_BC_200_100 Hftm“” Positivo/Negat | |t 1 Gontrol: 10 uL

ura VO L ~
Sonicagdo: NAO
Volume de PCR Mix: 20 pL
Volume de entrada de PCR da
amostra: 10 pL

Se o protocolo do ensaio que precisa néo estiver carregado no sistema, contacte o Servigo de Apoio
ao cliente ELITechGroup da sua localidade.

Preparacéo da sessao

O produto MRSA/SA ELITe MGB® Kit pode ser usado com o sistema ELITe InGenius para realizar:
A. Execugéo integrada (Extract + PCR) (Extracéo + PCR),
B. Execugdo de amplificagdo (PCR Only) (apenas PCR),
C. Execugéo do positive control e negative control da amplificagdo (apenas PCR),

Todos os parametros necessarios para a sessao estao incluidos no Protocolo de ensaio disponivel
no instrumento e sdo automaticamente recuperados quando o Protocolo de ensaio é selecionado.

Nota: o sistema ELITe InGenius pode ser ligado ao “Location Information Server” (Servidor de informagao
da localizagdo - LIS) através do qual é possivel enviar a informagdo da sessdo de trabalho. Consulte o
manual de utilizador do instrumento para obter mais informagoes.

Estao descritos a seguir os passos principais para a preparagao dos quatro tipos de execucao.
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A. Execucao integrada
Para preparar a execugao integrada efetue os passos a seguir em conformidade com a GUI:

1. Descongele os tubos da MRSA/SA PCR Mix em nimero suficiente para a sessao.
Cada tubo é suficiente para preparar 24 reagdes em condigdes ideais de consumo do reagente.
Misture suavemente, centrifugue o contetdo durante 5 segundos.

2. Descongele os tubos CPE para a sessdo. Cada tubo é suficiente para 12 extragdes. Misture
suavemente, centrifugue o conteido durante 5 segundos.

3. Selecione “Perform Run” a partir do ecra “Home screen”.

4. Se forem processadas amostras de zaragatoas nasais, certifique-se de que o Volume de
entrada de extragao é de 200 pL e que o Volume de eluigao extraido é de 50 pL.

5. Se forem processadas amostras de hemocultura, certifique-se de que o “Volume de entrada de
extracdo” é de 200 pL e que o “Volume de eluigdo extraido” é de 100 pL.

6. Para cada Rastreio de interesse preencha a “SamplelD” (SID) digitando ou digitalizando o
cédigo de barras da amostra.

7. Selecione o protocolo do ensaio a ser usado na coluna “Ensaio” (ou seja, MRSA SA
ELITe_NS_200_50).

8. Certifique-se de que o “Protocol” apresentado é: “Extract + PCR”.

9. Selecione a posigdo de carregamento da amostra na coluna “Posicdo da amostra” e selecione
“Tubo de sonicagao”. Clique em “Next” para continuar a preparagéo.

10. Carregue a CPE e a MRSA/SA PCR Mix no Inventory Block selecionado seguindo as
instrugdes na GUI. Clique no botdo “Next” para continuar a preparagéo.

11. Carregue e verifique os Suportes de pontas na “Inventory Area’ (Area de inventario)
selecionada seguindo as instrugdes na GUI. Clique no botdo “Next” para continuar a
preparagao.

12. Carregue as “PCR Cassettes”, os cartuchos de extragdo “ELITe InGenius SP 200", todos os
consumiveis necessarios e as amostras a serem extraidas nas posi¢oes especificadas no
passo 8, seguindo as instru¢des na GUI. Cliqgue em “Next” para continuar a preparagéo.

13. Feche a porta do instrumento.

14. Pressione “Start” para iniciar a execugao.

Apds a conclusdo do processo, o sistema ELITe InGenius permite aos utilizadores ver, aprovar,
guardar os resultados e imprimir e guardar o relatério.

Nota: No final da execucdo a restante Amostra extraida pode ser removida do instrumento, tapada,
identificada e guardada a -20 °C. Evite derramar a Amostra extraida.

Nota: No final da execugdo, as PCR Cassettes com os produtos de reagdo e os consumiveis devem ser
removidas do instrumento e eliminadas sem produzir contaminagées ambientais. Evite derramar os produtos
de reacao.

Nota: A PCR Mix pode ser mantida guardada no bloco refrigerado durante um maximo de 15 horas (5
sessdes de trabalho de 3 horas cada).
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B. Execucao da amplificacao

Para configurar uma execucéo de amplificagdo, execute os passos seguintes de acordo com a GUI:

1. Descongele um numero suficiente de tubos de mistura de PCR de MRSA/SA para a sesséo.
Cada tubo é suficiente para 24 reagdes em condigdes ideais de consumo do reagente. Misture
suavemente, centrifugue o contetldo durante 5 segundos.

2. Selecione “Perform Run” a partir do ecra “Home screen”.

3. Mesmo que ndo seja efetuada qualquer extragdo e se forem processadas amostras de
zaragatoas nasais, certifique-se de que o volume de entrada da extragé@o é de 200 pL e que o
volume de eluicédo extraido é de 50 pL.

4. Mesmo que ndo seja efetuada qualquer extragdo e se forem processadas amostras de
zaragatoas nasais, certifique-se de que o volume de entrada da extragéo é de 200 pL e que o
volume de eluicéo extraido é de 100 pL.

5. Para cada Rastreio de interesse introduza a SID digitando ou digitalizando o cédigo de barras
da amostra.

6. Selecione o protocolo do ensaio a ser usado na coluna “Ensaio” (ou seja, MRSA SA
ELITe_NS_200_50).

7. Selecione “PCR Only” (apenas PCR) na coluna “Protocol”.

8. Certifique-se de que a posigao de carregamento da amostra eluida na coluna “Sample Position”
é “ExtraTube (fila inferior)”. Clique em “Next” para continuar a preparagéo.

9. Carregue a MRSA/SA PCR Mix no Inventory Block selecionado seguindo as instrugdes na GUI.
Clique em “Next” para continuar a preparagéo.

10. Carregue e verifique os Suportes de pontas na “Inventory Area” (Area de inventario)
selecionada seguindo as instrugdes na GUI. Clique em “Next” para continuar a preparacéo.

11. Carregue as “PCR Cassettes” e as amostras de Acido nucleico extraidas seguindo as
instrugdes na GUI. Clique em “Next” para continuar a preparagéo.

12. Feche a porta do instrumento.
13. Pressione “Start” para iniciar a execugéo.

Apéds a conclusdo do processo, o ELITe InGenius permite ver, aprovar, guardar os resultados e
imprimir e guardar o relatério.

Nota: No final da execucdo a restante Amostra extraida pode ser removida do instrumento, tapada e
guardada a -20 °C. Evite derramar a Amostra extraida.

Nota: No final da execugdo, as PCR Cassettes com os produtos de reagdo e os consumiveis devem ser
removidos do instrumento e eliminados sem produzir contaminagées ambientais. Evite quaisquer derrames
dos produtos de reagao.

Nota: A PCR Mix pode ser mantida guardada no bloco refrigerado durante um méaximo de 15 horas (5
sessdes de trabalho de 3 horas cada).
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C. Execucao de amplificagcao para Controlo Positivo e Controlo Negativo

Para preparar a execugado do positive control e do negative control da amplificagéo, efetue os
passos a seguir em conformidade com a GUI:
1. Descongele um numero suficiente de tubos de mistura de PCR de MRSA/SA para a sessao.
Cada tubo é suficiente para preparar 24 reagdes em condi¢des ideais de consumo do reagente.
Misture suavemente, centrifugue o contetdo durante 5 segundos.

2. Descongele os tubos de positive control de MRSA/SA e de positive control de LGA251/SA para a
sessdo. Cada tubo é suficiente para 4 sessdes. Misture suavemente, centrifugue o contelido
durante 5 segundos.

3. Transfira pelo menos 30 pL de &gua de qualidade para biologia molecular para um “Elution
Tube”, fornecido com o ELITe InGenius SP Consumable Set.

4. Selecione “Perform Run” a partir do ecrd “Home screen”.
5. Mesmo que ndo seja efetuada qualquer extragédo, certifigue-se de que o “Extraction Input
Volume” é de 200 pL e que o “Extracted Elute Volume” é de 100 pL.

6. No Rastreio de interesse, selecione o Protocolo de ensaio a ser usado na coluna “Assay”.

7. Para o positive control, selecione MRSA-SA ELITe_PC na coluna “Assay” (Ensaio) e preencha o
numero do lote e a data de validade do positive control de MRSA/SA.

8. Para o controlo negativo, selecione MRSA-SA ELITe_NC e preencha o nimero do lote e a data
de validade da agua de qualidade para biologia molecular.

9. Clique em “Next” para continuar a preparagao.

10.Carregue a MRSA/SA Q-PCR Mix no Inventory Block selecionado seguindo as instrugdes na
GUI. Clique em “Next” para continuar a preparagao.

11.Carregue e verifique os Suportes de pontas na “Inventory Area” (Area de inventario) selecionada
seguindo as instru¢des na GUI. Clique em “Next” para continuar a preparacao.

12.Carregue as “PCR Reaction Cassettes”, os 2 tubos de positive control (MRSA/SA e LGA251/SA)
e o tubo de negative control, seguindo as instru¢gdes na GUI. Clique em “Next” para continuar a
preparagéo.

13.Feche a porta do instrumento.

14.Pressione “Start” para iniciar a execugao.

Apds a conclusdo do processo, o sistema ELITe InGenius permite aos utilizadores ver, aprovar,
guardar os resultados e imprimir e guardar o relatério.

Nota: Os resultados das execugdes de amplificagdo de Positive Control e Negative Control sdo usados pelo
software do instrumento para preparar os “Graficos de controlo”. Sdo necessarios quatro resultados de
Positive Control e Negative Control, de quatro execugdes diferentes, para preparar o grafico de controlo.
Apbs isso, os resultados do Positive Control e Negative Control sdo usados para monitorizacdo dos
desempenhos do passo de amplificagdo. Consulte o manual de utilizador do instrumento para obter mais
informacdes.

Nota: No final da execugao os restantes positive controls podem ser removidos do instrumento, tapados e
guardados a -20 °C. O restante negative control deve ser eliminado.

Nota: No final da execugéo, as Cassetes PCR com os produtos de reacdo e outros consumiveis devem ser
removidas do instrumento e eliminadas sem produzirem contaminagdes ambientais. Evite quaisquer
derrames dos produtos de reagéo.

Nota: A PCR Mix pode ser mantida guardada no bloco refrigerado durante um maximo de 15 horas (5
sessdes de trabalho de 3 horas cada).
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Revisao e aprovacao de resultados

No final da execugéo, é automaticamente apresentado o ecrd “Results Display”. Neste ecra sdo
mostrados os resultados da amostra/Controlo e a informagdo relativa a execucdo. A partir deste ecra é
possivel aprovar o resultado, imprimir ou guardar os relatérios (“Sample Report” ou “Track Report”).
Consulte o manual de utilizador do instrumento para obter mais informagdes.

Nota: o sistema ELITe InGenius pode ser ligado ao “Location Information Server” (Servidor de informagéao
da localizacéo - LIS) através do qual é possivel enviar os resultados da sesséo de trabalho para o centro de
dados do laboratério. Consulte o manual de utilizador do instrumento para obter mais informagdes.

O sistema ELITe InGenius gera os resultados utilizando o produto «MRSA ELITe MGB® Kit»
através do seguinte procedimento:

A. Validagéo dos resultados do Positive Control e Negative Control da amplificagao,
B. Validagao dos resultados da amostra,
C. Elaboragéo do relatério do resultado da amostra.

A. Validacao dos resultados do Controlo Positivo e Controlo Negativo da amplificacao

Os sinais de fluorescéncia emitidos pela sonda especifica dos genes mecA e mecC (mecA) e pela
sonda especifica do gene de SA (SA) na reagao de amplificag@o dos positive controls e negative control séo
analisados automaticamente e interpretados pelo software do instrumento com os parametros incluidos nos
protocolos de ensaio “MRSA-SA ELITe_PC” e “MRSA-SA ELITe_NC”.

Os resultados do Controlo positivo e Controlo negativo da amplificacéo, especificos para o lote do
reagente de amplificacdo, s@o guardados na base de dados (Controlos) ap6és a aprovagdo pelo
“Administrador” ou “Analista” seguindo as instru¢ées na GUI.

Os resultados do Positive Control e Negative Control da amplificacdo, especificos para o lote de
reagente de amplificagdo, irdo expirar apos 15 dias.

Antes de analisar qualquer amostra, é absolutamente obrigatério certificar-se de que o Controlo
positivo e Controlo negativo da amplificacdo foram executados com o lote do reagente de amplificagéo a ser
usado e que os resultados estdo aprovados e validos. A disponibilidade de resultados do Controlo positivo e
Controlo negativo da amplificagdo “Aprovados” (Estado) € mostrada na janela “Controlos” da GUI. Se os
resultados do Controlo positivo e Controlo negativo da amplificagao estiverem em falta, crie os mesmos da
forma acima descrita.

Nota: Quando os resultados do positive control ou negative control ndo cumprirem os critérios de aceitagéo,
€ mostrada a mensagem “reprovado” no ecra “Controlos” e nao é possivel aprovar os mesmos. Neste caso,
foi repetida a reagédo do Positive Control ou Negative Control da amplificagéo.

Nota: Quando o Positive Control ou Negative Control é executado em conjunto com amostras a serem
testadas e o respetivo resultado é invalido, toda a sessao é invalida. Neste caso, também deve ser repetida
a amplificagao de todas as amostras.

B. Validagao dos resultados das amostras

Os sinais de fluorescéncia emitidos pela sonda especifica dos genes mecA e mecC (mecA), pela
sonda especifica do gene SA (SA) e pela sonda de Controlo Interno especifica (Cl) em cada reagao de
amplificagcdo da amostra sdo analisados automaticamente e interpretados pelo software do instrumento com
os parametros incluidos no protocolo de ensaio.

Nota: Antes de analisar qualquer amostra, certifigue-se de que os controlos da amplificagdo foram
executados com o lote do reagente de amplificacdo a ser usado e que os resultados estdo aprovados e
vélidos. A disponibilidade de resultados do Controlo positivo e Controlo negativo da amplificagdo
“Aprovados” (Estado) é mostrada na janela “Controlos” da GUI. Se os resultados do controlo da
amplificagao estiverem em falta, crie os mesmos da forma acima descrita.

Os resultados sdo mostrados nos relatérios gerados pelo instrumento ("Exibi¢céo dos resultados").
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